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(57) Abstract 

Process for diagnosing transmissible spongiform encephalopathy. The S100 protein /?-subunit concentration (/3S100) in the blood 

serum of an organism is determined in vitro and when an upper S100 protein 0-subunit concentration is exceeded, this is taken as an 
indication of the presence of the disease. 



(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren dient zum Erkennen einer Erkrankung eines Organismus an einer transmissiblen spongiformen Enzephalopathie. Bei 
dem Verfahren wird in vitro die Konzentration der /?-Untereinheit des Proteins S 100 (pS 100) in einem Blutserum des Organismus bestimmt. 
Das Oberschreiten einer Grenzkonzentration der /?-Untereinheit des Proteins S100 wird als Hinweis auf das Vorliegen der Erkrankung 
gewertet. 
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verfahren zum Erkennen einer Erkrankung eines Organ ismus an 
einer transmissiblen spongiformen Enzephalopathie 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Erkennen einer 
Erkrankung eines Organismus an einer transmissiblen spongiformen 
Enzephalopathie, wobei in vitro die Konzentration der S-Unter- 
einheit des Proteins S100 in einer Korperf lussigkeit des 
Organismus bestimmt wird und wobei das Uberschreiten einer 
Grenzkonzentration der S-Untereinheit des Proteins S100 als 
Hinweis auf das Vorliegen der Erkrankung gewertet wird. 

Zu den transmissiblen spongiformen Enzephalopathien gehoren die 
Creutzf eldt- Jakob -Krankhe it (CJD) beim Menschen, die Traber- 
krankheit bei Schafen und Ziegen und die bovine spongiforme 
Enzephalopathie (BSE) beim Rind. Das Entstehen der BSE-Krankheit 
wird auf das Verfiittern von Tiermehl aus an der Traberkrankheit 
erkrankten Schafen zuruckgef uhrt . Es besteht der Verdacht, daS 
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eine neue Form (NVCD) der Creutzf eldt- Jakob -Krankheit durch 
Kontakt mit BSE-erkrankten Rindern und/oder den verzehr von 
Teilen solcher Rinder beim Menschen ausgelost werden kann. 

Eine Behandlung der Creutzf eldt- Jakob- Krankheit oder der BSE- 
Krankheit ist derzeit nicht moglich. Es ist aber moglich, die 
Symptome der Creutzf eldt -Jakob -Krankheit zu behandeln und das 
Fortschreiten der Krankheit zu verzogern. Von daher ist eine 
Fruherkennung der Krankheit wunschenswert . Daneben ist es 
wichtig, andere Ursachen einer auftretenden Demenz sicher 
auszuschlieSen . Besondere Bedeutung hat die Fruherkennung 
jeglicher Erkrankung an einer transmissiblen spongif ormen 
Enzephalopathie aber auch bei der Erforschung der moglichen 
Ubertragungswege . 

Eine absolute Diagnose auf das Vorliegen einer transmissiblen 
spongif ormen Enzephalopathie ist derzeit nur durch einen neuro- 
pathologischen Nachweis der pathologischen Isoform des Prion- 
Proteins im befallenen Gehirngewebe moglich (Prion= Protein- 
aceous infective Agent) . Die Diagnose intravitam ist nur 
dif f erenziell moglich. Sie erfolgt anhand von klinischen und 
elektroencephalographischen Kriterien. Das Diagnoseergebnis kann 
durch biochemischen Analysen abgesichert werden. Derzeit werden 
betreffen solche biochemischen Analysen die Cerebrospinal- 
fliissigkeit (CSF) , die auf das Vorliegen bzw. eine erhohte 
Konzentrationen der neuronenspezif ischen Enolase (NSE) , des 
Proteins 14-3-3 und/oder des Protein S100 untersucht wird. 

So ist aus Jimi T, Wakayama Y, Shibuya S, et al . "High Levels of 
nervous system-specific proteins in cerospinal fluid in patients 
with early stage Creutzf eldt- Jakob disease" Clin Chim Acta 1992; 
211 (1-2) : 37-46 ein Verfahren der eingangs beschriebenen Art 
bekannt . 
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Aus der US 4 654 313 ist bekannt, Blutserum von Patienten, bei 
denen ein Verdacht auf eine Gehirnschadigung besteht, auf eine 
erhohte Konzentrationen des Proteins S100 zu untersuchen. Hierzu 
wird auch das Beispiel einer nicht naher spezif izierten Demenz 
gebracht. Ein Hinweis auf die Erkennbarkeit einer transmissiblen 
spongif ormen Enzephalopathie ist nicht gegeben und angesichts 
der Besonderheiten des typischen Krankheitsverlauf s mit der 
zunachst langsam f ortschreitenden Gehirnschadigung auch nicht zu 
erwarten . 

Unter der Handelsbezeichung LIA-mat Sangtec 10 0 wird von der 
Firma AB Sangtec Medical, Bromma, Schweden ein quant itativer 
Itranun-Lumineszenz-Serumtest auf das Protein S100 vertrieben. Der 
Serumtest ist sowohl zur Anwendung in Cerebrospinalf lussigkeit 
als auch in Blutserum geeignet. Das Protein S100 ist ein saures 
Kalzium-bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 21.000, 
das als Homodimer und Heterodimer von zwei Untereinheiten aSlOO 
und SS100 natiirlich auftritt. Die S-Untereinheit (SS100) tritt 
spezif isch nur in Glialzellen und Schwannzellen des Gehirns auf. 
Der bekannte Serumtest reagiert nur auf die S-Untereinheiten 
(SS100) . In der Produktinf ormation/Bedienungsanleitung zu dem 
bekannten Serumtest wird darauf verwiesen, daS Gehirnschadi- 
gungen, beispielsweise aufgrund von Kopf verletzungen, mit einer 
erhohten Konzentration der S-Untereinheit des Proteins S100 
sowohl in der Cerebrospinalf lussigkeit als auch im Blutserum 
einhergehen und daher ein Test auf die S-Untereinheit des 
Proteins S100 zur Quantif izierung des AusmaSes solcher Gehirn- 
schadigungen herangezogen werden kann. 

Es ist bekannt, daS das Protein S100 eine biologische Halbwerts- 
zeit von zwei Stunden aufgrund seines Abbaus durch die Nieren 
aufweist. Bei zeitlich begrenzten Gehirnschadigungen fallt die 
Konzentration der S-Untereinheit des Proteins S100 in der 
Cerebrospinalf lussigkeit und dem Blutserum daher binnen kurzer 
Zeit stark ab . 
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren der 
eingangs beschriebenen Art so weiterzuentwickeln, daS es mit 
geringerem Aufwand durchgefiihrt werden kann. Die Entnahmen von 
Cerebrospinal lxissigkeit ist grundsatzlich aufwendig. Bei 
Rindern ist sie invitram mit erheblichen Schwierigkeiten 
verbunden . 

Erf indungsgemaS wird diese Aufgabe bei einem Verfahren der ein- 
gangs beschriebenen Art dadurch gelost, daS die Korperf liissig- 
keit ein Blutserum des Organismus ist. Uberraschenderweise 
stellt sich herauS; daS sich auch bei der Best immung der Konzen- 
tration der S-Untereinheit des Proteins S100 im Blutserum auf- 
fallige Konzentrationen nachweisen lassen, wenn eine Erkrankung 
an einer transmissiblen spongif onnen Enzephalopathie vorliegt. 
Die erhohten Konzentrationen der S-Untereinheit des Proteins 
S10 0 im Blutserum werden zwar nicht in jederm Fall einer Erkran- 
kung an einer transmissiblen spongiformen Enzephalopathie 
beobachtet und sie sind auch nicht auf eine solche Erkrankung 
beschrankt. Die Bestimmung der Konzentration der S-Untereinheit 
des Proteins S100 im Blutserum stellt aber eine einfach sehr 
wirkungsvolle Erganzung der bisherigen dif f erenziellen Diagnose 
von transmissiblen spongiformen Enzephalopathien dar. 

Da Blutserum auch bei Rindern sehr leicht gewonnen werden kann 
und das neue Verfahren daher insgesamt einen vergleichsweise 
geringen Aufwand erfordert, sind erstmals Reihenuntersuchungen 
von Tieren auf eine Erkrankung an BSE moglich. Dabei ist von 
groSem Vorteil, daS die erhohten Konzentrationen der S-Unter- 
einheit des Proteins S100 bereits dann auftreten, wenn andere 
Anzeichen fur eine Erkrankung an einer transmissiblen spongi- 
formen Enzephalopathie noch nicht Oder noch nicht in eindeutiger 
Weise vorliegen. 

Bei dem neuen Verfahren wird nur die Konzentration der S-Unter- 
einheit des Proteins S100 bestimmt, weil nur aus dem Gehirn 
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stammendes SS100 in eindeutiger Weise in Beziehung zu einer 
Beeintrachtigung des Gehirns steht. 

Die Grenzkonzentration, die bei dem neuen Verfahren fur das 
vorliegen einer Erkrankung an einer transmissiblen spongif ormen 
Enzephalopathie spricht, ist zwischen 150 und 300 pg/ml Blutse- 
rum festzulegen. Mit steigender Grenzkonzentration wird natur- 
gemaS die Spezifizitat des Kriterium gesteigert, aber seine 
Sensitivitat gesenkt . Die Bandbreite von 150 bis 300 pg/ml 
Blut serum tragt der Tatsache Rechnung, daS bei verschiedenen 
Organismen, d. h. beispielsweise verschiedenen Tierarten, die 
fur das Vorliegen einer transmissiblen spongiformen Enzephalo- 
pathie sprechende Grenzkonzentration der S-Untereinheit des 
Proteins S100 allein aufgrund der allgemeinen Zusammensetzung 
des Blutserums in gewissen Grenzen schwankt . 

Bei Menschen liegt eine sinnvolle Grenzkonzentration zwischen 
180 und 260 pg/ml Blutserum und vorzugsweise bei 220 pg/ml 
Blutserum, d. h. zwischen 200 und 240 pg/ml Blutserum. Die 
Grenzkonzentration von 220 pg/ml Blutserum hat bei einer 
Erprobung des neuen Verfahrens eine Sensitivitat von etwa 76 % 
aller definitiven und wahrscheinlichen Falle von Creutzfeldt- 
Jakob-Erkrankungen und eine Spezifizitat von uber 82 % ergeben. 
Dabei lag der positive Vorhersagewert bei 86 % und der negative 
Vorhersagewert bei 7 0 %. 

Bei Menschen liegt eine sinnvolle Grenzkonzentration bei 50 0 
pg/ml Blutserum, d. h. zwischen 400 und 600 pg/ml Blutserum. 

Die Sensitivitat und vor allem die Spezifizitat des neuen Ver- 
fahrens konnen noch deutlich gesteigert werden, wenn die Konzen- 
tration der S-Untereinheit des Proteins S100 in zu verschiedenen 
Zeiten dem Organismus entnommenen Blutseren bestimmt, wobei nur 
ein anhaltendes Uberschreiten der Grenzkonzentration als Hinweis 
auf das Vorliegen der Erkrankung gewertet wird. Ein rasches 
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Abfallen der Konzentration des Proteins S100 deutet auf eine 
zeitlich begrenzte schadigende Einwirkung auf das Gehirn hin. 
Bei einer transmissiblen spongiformen Enzephalopathie schreitet 
die Schadigung des Gehirns mit den bekannten fatalen Folgen 
jedoch fort. Dies steht in Einklang mit anhaltenden hohen 
Konzentrationen der S-Untereinheit des Proteins S100 in zu 
verschiedenen Zeiten dem Organismus entnommenen Blutseren. Durch 
eine grofiere Anzahl von Blutseren aus demselben Organismus 
konnen auch zufallig niedrige Einzelwerte leichter erkannt und 
ausgesondert werden, was sich bei der Sensitivitat des neuen 
Verfahrens positiv bemerkbar macht . 

Urn das neue Verfahren sinnvoll durchfuhren zu konnen, muS die 
Konzentration der S-Untereinheit des Proteins S10 0 in dem 
Blutserum mit einer Nachweisgrenze und einer Auflosung von 
jeweils besser als 100 pg/ml Blutserum bestimmt werden. Um eine 
gute Sensitivitat und Spezifizitat zu erreichen, sollte mit 
einer Nachweisgrenze und einer Auflosung von jeweils besser als 
50 pg/ml Blutserum vorzugsweise von jeweils mindestens 2 0 pg/ml 
Blutserum gearbeitet werden. 

Bei der Durchfiihrung des neuen Verfahrens kann der bekannte 
quantitative immun-Lumineszenz-Serumtest auf das Protein S100 
mit Antikorpern zu der 6-untereinheit des Proteins S100 
verwendet werden. 

Bei diesem Serumtest werden die fi-Untereinheiten des Proteins 
S100 in einem ersten Inkubationsschritt an ihrerseits fixierten 
Antikorpern fixiert und in einem zweiten Inkubationsschritt mit 
ihrerseits markierten Antikorpern markiert, wobei die Antikorper 
monoklonale Antikorper SMST 12, SMSK 25 und SMSK 28 sind. 

Die Erf indung wird im folgenden anhand einer konkreten Erprobung 
des neuen Verfahrens zur Erkennung einer Creutzf eldt- Jakob- 
Erkrankung beim Menschen naher beschrieben. Die dabei gewonnenen 
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Ergebnisse sind aufgrund der iibereinstimmenden Eigenschaf ten 
anderer transmissiblen spongiformen Enzephalopathien grund- 
satzlich auf den Nachweis dieser Erkrankungen ubertragbar. 
insbesondere ist diese Ubertragung bezuglich der Erkennung einer 
BSE -Erkrankung bei Rindern moglich, da die bovine spongiforme 
Enzephalopathie bekanntermaSen eine besonders groSe Nahe zu der 
Creutzf eldt- Jakob-Krankheit auf weist . Zudem besteht eine ausge- 
pragte Homologie und eine ausgepragte Kreuzreaktivitat zwischen 
menschlichem und tierischem S100 Protein. 

Es wurde das Blutserum von 224 Patienten untersucht, bei denen 
ein verdacht auf das Vorliegen einer Creutzf eldt- Jakob- 
Erkrankung bestand. In 65 Fallen wurde die Diagnose auf die 
Creutzf eldt-Jakob-Erkrankung neuropathologist bestatigt, 43 
Falle waren wahrscheinliche Erkrankungen, 36 Falle mogliche 
Erkrankungen, 6 Falle waren genetisch bedingte Erkrankungen und 
74 Patienten wiesen andere mit einer Demenz einhergehende 
Erkrankungen auf. Zusatzlich zu diesen 224 Fallen wurde das 
Blutserum von 35 Patienten mit nicht -Demenz -Erkrankungen 
untersucht, die als Kontrollstichprobe anzusehen sind. 

Eine Einstufung als wahrscheinliche Creutzf eldt- Jakob -Erkrankung 
wurde vorgenommen, wenn eine progressive Demenz von weniger als 
zwei Jahren Dauer vorlag und wenn typische EEG-Veranderungen 
[periodische Sharp-Wave-Komplexe (pswc)] vorlagen und wenn 
mindestens zwei von den folgenden vier klinischen Kriterien 
erfullt waren: 

1. Myoklonus, 

2. visuelle oder cerebellare Symptome, 

3. pyramidale/extrapyramidale Storungen 

4 . akinetischer Mutismus . 

von einer moglichen Creutzf eldt- Jakob -Erkrankung wurde ausge- 
gangen, wenn eine progressive Demenz von weniger als zwei Jahren 
Dauer vorlag und wenn von den oben genannten vier klinischen 
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Erscheinungsformen 1 bis 4 mindestens zwei gegeben waren, jedoch 
kein untypisches EEG Oder uberhaupt kein EEG vorlag. Alle ande- 
ren Falle wurden als andere Erkrankungen eingestuft. Blutserum- 
proben wurden von den Patienten abgenommen und binnen 24 stunden 
auf -80° C abgekuhlt. Die Konzentration der S-Untereinheit des 
Proteins S100 in den Blutseren wurde unter Verwendung eines 
quantitativen Immun-Lumineszenz-Serumtests (LIA-mat Sangtec 100 
der Firma AB Sangtec Medical, Bromma, Schweden) durchgef uhrt . 
Dieser Serumtest ist kommerziell verfiigbar. Es handelt sich urn 
einen zweiseitigen Antikorpertest (Sandwichprinzip) mit mono- 
klonalen Antikorpern. Die verwendeten monoklonalen Antikdrper 
SMST 12, SMSK 25 und SMSK 28 reagieren in der Immunreaktion nur 
mit den S-Untereinheiten des Proteins S100 . In einem ersten 
Schritt werden die B-Untereinheiten des Proteins S100 an ein 
Substrat angebunden und im zweiten Schritt mit einem Tracer 
markiert, hierbei handelt es sich urn einen Lumineszenz -Tracer . 
Die Auswertung des Serumtests erfolgt mit einem LIA mat 
Lumineszenzanalysator der Firma Byk Sangtec unter Verwendung von 
mit dem Serumtest LIA-mat Sangtec 100 gelieferten Standards. Der 
Serumtest wurde genau nach der diesem beigefiigten Gebrauchs- 
anweisung durchgef uhrt , auf die hier ausdrucklich Bezug genommen 
wird . 

Alle im folgenden gemachten Angaben iiber die Sensitivitat und 
die Spezif izitat des durchgef uhrten Tests beruhen auf einem 95%- 
Vertrauensintervall . 

In dem beigefiigten Boxplot-Diagramm sind die Konzentrationen der 
S-Untereinheit des Proteins S100 im Blutserum fur die defini- 
tiven und wahrscheinlichen CJD-Falle, die moglichen CJD-Falle, 
die anderen Demenz- und die nicht-Demenz- Falle wiedergegeben . In 
den Boxplots der SSIOO Konzentrationen sind die lOer, 25er, 
50er, 75er und 90er Perzentilen angegeben, auEerdem die Einzel- 
werte, die auEerhalb dieser Bereiche liegen. Im einzelnen lagen 
die Konzentrationen der S-Untereinheit des Proteins S100 bei den 
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definitiven und wahrscheinlichen CJD-Fallen, die graphisch 
zusammengefaSt wurden, zwischen 95 pg/ml Blutserum und 
2016 pg/ml Blutserum. Der Mittelwert lag bei 493 pg/ml Blutserum 
und die Standardabweichung bei 3 86 pg/ml Blutserum. Bei den 
Fallen einer definitiven Creutzf eldt- Jakob -Erkrankung lagen die 
Konzentrationen zwischen 12 0 pg/ml Blutserum und 2 016 pg/ml 
Blutserum bei einem Mittelwert von 552 pg/ml Blutserum und einer 
Standardabweichung von 440 pg/ml Blutserum. Bei den Patienten 
mit einer wahrscheinlichen Creutzf eldt- Jakob -Erkrankung lagen 
die SS100 Konzentrationen zwischen 95 pg/ml Blutserum und 1199 
pg/ml Blutserum bei einem Mittelwert von 405 pg/ml Blutserum und 
einer Standardabweichung von 269 pg/ml Blutserum. Bei den 
moglichen Fallen einer Creutzf eldt- Jakob- Erkrankung lag die 
SS100 Konzentration zwischen 0 pg/ml Blutserum und 742 pg/ml 
Blutserum, wobei der Mittelwert bei 194 pg/ml Blutserum und die 
Standardabweichung bei 17 8 pg/ml Blutserum lag. In der Gruppe 
der anderen Krankheiten lagen Konzentrationen von 0 pg/ml 
Blutserum bis 1198 pg/ml Blutserum vor, wobei der Mittelwert bei 
151 pg/ml Blutserum und die Standardabweichung bei 177 pg/ml 
Blutserum lag. Bei den nicht-Demenz-Fallen (Kontrollstichprobe) 
lagen die Konzentrationen der S-Untereinheit des Proteins S100 
zwischen 0 pg/ml Blutserum und 657 pg/ml Blutserum bei einem 
Mittelwert von 117 pg/ml Blutserum und einer Standardabweichung 
von 127 pg/ml Blutserum. Die nahere Auf schliisselung der Konzen- 
trationen der.~£-Untereinheit des Proteins S100 im Blutserum bei 
den anderen Demenz-Fallen und den nicht-Demenz-Fallen ist in den 
Tabelien l und 2 auf geschlusselt . 

Es trat kein . signif ikanter Unterschied in den Konzentrationen 
der 6-Untereinheit des Proteins S100 zwischen den Fallen der 
moglichen CJD-Erkrankungen, der anderen Demenz-Erkrankungen und 
der nicht -Demenz-Erkrankungen auf. Es war jedoch ein signif i- 
kanter Unterschied zwischen der Gruppe der definitiven und 
wahrscheinlichen Creutzf eldt- Jakob -Erkrankungen und den Fallen 
der anderen Demenz-Erkrankungen f estzustellen . Innerhalb der 
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Gruppe der def initiven und der wahrscheinlichen Creutzfeldt- 
Jakob-Erkrankungen konnten keine signif ikanten Unterschiede in 
der Konzentration des Proteins S100 festgestellt werden. Es 
wurden auch keine geschlechtsspezif ischen Unterschiede bei der 
SS100 Konzentration festgestellt. 

In dem Boxplot-Diagramm sind die genetischen Falle nicht aufge- 
listet . Hierbei handelte es sich urn zwei Falle von todlicher 
familiarer Schlaf losigkeit (FFI) , bei denen SS100 Konzentra- 
tionen von 0 pg/ml Blutserum und 22 pg/ml Blutserum festgestellt 
wurden. Ein Patient mit Insertmutation wies eine Konzentration 
der fi-untereinheit des Proteins S100 von 178 pg/ml Blutserum 
auf . Ein am Gerstmann- Straussler- Scheinker- Syndrom (GSS) 
erkrankter Patient und zwei Patienten mit einer V 2001-Mutation 
wiesen SS100 Konzentrationen von 1434 pg/ml, 296 pg/ml bzw. 
757 pg/ml Blutserum auf. 

Aus den einzelnen Konzentrationen der S-Untereinheit des 
Proteins S100 ergaben sich bei einer Grenzkonzentration von 
220 pg/ml die besten Ergebnisse bezuglich der Sensitivitat und 
der Spezifizitat bei der Erkennung einer Creutzf eldt- Jakob- 
Erkrankung durch die Bestimmung der Konzentration der S-Unter- 
einheit des Proteins S100 im Blutserum. Bei Beriicksichtigung der 
Gruppen def initiver und wahrscheinlicher CJD-Erkrankungen einer- 
seits und der Falle anderer Demenz-Erkrankungen andererseits 
betrug die Sensitivitat 75,9 % und die Spezifizitat 82,4 %. Der 
positive Vorhersagewert lag bei 86,3 % und der negative Vorher- 
sagewert bei 7 0,1 %. Bei Anwendung derselben Grenzkonzentration 
auf die Gruppe der nicht-Demenz-Falle betragt die Spezifizitat 
85,7 %. 

Zwischen der &S100 Konzentration im Blutserum und dem zeitraum 
zwischen der Entnahme des Blutserums bis zum Tod des Patienten 
zeichnete sich ein Zusammenhang ab, nach dem eine niedrigere 
SS100 Konzentration auf eine hohere verbleibende Lebenserwartung 
hinweist als eine hohere ES100 Konzentration. 
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Im einzelnen wurde bei 13 von 16 Patienten, die klinisch 
zunachst als mogliche Falle eingestuft wurden und die spater 
neuropathologisch bestatigt wurden, Konzentrationen der S-Unter- 
einheit des Proteins S100 oberhalb von 22 0 pg/ml gefunden. Zwei 
Patienten, die anfanglich als andere Falle eingestuft wurden und 
dann in die Gruppe der wahrscheinlichen und definitiven Falle 
umklassif iziert wurden, wiesen SS100 Konzentrationen von 
oberhalb 220 pg/ml auf . 

Die beigefugten Kaplan-Meier-Kurven zeigen die Uberlebensraten 
von CJD-Erkrankten, die nach der anfangs nachweisbaren Konzen- 
tration der fi-Untereinheit des Proteins S100 im Blutserum in 
drei verschiedene Gruppen eingeordnet wurden. Aus dem Verlauf 
der Kaplan-Meier-Kurven ergibt sich eine Wechselwirkung zwischen 
der Konzentration von SS100 und der mittelf ristigen Mortalitat. 
Die Mittelf ristige Mortalitat ist umso hoher je hoher die 
anfangliche Konzentration an SS100 ist. Anders gesagt weist eine 
hohere Konzentration an SS100 tendenziell auf einen bereits 
vorliegenden Krankheitsf ortschritt hin ; bzw. umgekehrt steigt 
die Konzentration an &S10 0 mit dem Fortschritt der CJD- 
Erkrankung an. 

Die Tabelle III dokumentiert die Anwendbarkeit der quantitativen 
Untersuchung des Blutserums auf die S-Untereinheit des Proteins 
S100 zur Erkennung einer Scrapie -Erkrankung (einer transmissib- 
len spongif ormen Enzephalopathie) bei Hamstern. Die Stichprobe 
umSaSte funf Blutseren von funf erkrankten Tieren, die teilweise 
intrazerebral und teilweise abdominal infiziert waren, und funf 
Blutseren von gesunden Tieren als Kontrolle . Ein Grenzwert von 
500 pg/ml ergibt eine Sensitivitat von 80 % und eine Spezifitat 
von 100 %. Ein Unterschied zwischen den intrazerebral und den 
abdominal infizierten Tieren ist dabei nicht zu erkennen. 
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PATBNTANSPRUCHE ; 

1. verfahren zum Erkennen einer Erkrankung eines menschlichen 
Organismus an einer transmissiblen spongiformen Enzephalopathie , 
insbesondere an der Creutzf eldt- Jakob -Krankhe it (CJD) , wobei in 
vitro die Konzentration der S-Untereinheit des Proteins S100 
(SS100) in einer Korperf lussigkeit des Organismus bestimmt wird 
und wobei das Uberschreiten einer Grenzkonzentration der 
S-Untereinheit des Proteins S100 als Hinweis auf das vorliegen 
der Erkrankung gewertet wird, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Korperf lussigkeit ein Blutserum des Organismus ist. 

2 . Verfahren zum Erkennen einer Erkrankung eines tierischen 
Organismus an einer transmissiblen spongiformen Enzephalopathie, 
insbesondere an einer bovinen spongiformen Enzephalopathie 
(BSE) , wobei in vitro die Konzentration der S-Untereinheit des 
Proteins S100 (SS100) in einer Korperf lussigkeit des Organismus 
bestimmt wird und wobei das Uberschreiten einer Grenzkonzen- 
tration der S-Untereinheit des Proteins S10 0 als Hinweis auf das 
Vorliegen der Erkrankung gewertet wird, dadurch gekennzeichnet , 
daS die Korperf lussigkeit ein Blutserum des Organismus ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Grenzkonzentration zwischen 150 und 600 pg/ml Blutserum 
betragt . 

4. Verfahren nach Anspruch 3 ruckbezogen auf Anspruch l, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Grenzkonzentration zwischen 180 
und 260 pg/ml Blutserum festgelegt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 ruckbezogen auf Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 500 pg/ml Blutserum, d.h. zwischen 
400 und 600 pg/ml Blutserum, betragt. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Konzentration des Proteins S100 in zu ver- 
schiedenen Zeiten dem Organismus entnonunenen Blutseren bestinimt 
wird und daS nur ein anhaltendes Uberschreiten der Grenzkonzen- 
tration als Hinweis auf das Vorliegen der Erkrankung gewertet 
wird. 

7. verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Konzentration des Proteins S100 in dem Blut- 
serum mit einer Nachweisgrenze und einer Auflosung von jeweils 
besser als 100 pg/ml Blutserum bestimmt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , da£ die 
Konzentration des Proteins S100 in dem Blutserum mit einer 
Nachweisgrenze und einer Auflosung von jeweils besser als 5 0 
pg/ml Blutserum und vorzugsweise von jeweils mindestens 2 0 pg/ml 
Blutserum bestimmt wird. 

9 . Verwendung eines quant itativen Immun-Lumineszenz -Serumtests 
auf das Protein S100 mit Antikorpern zu der S-Untereinheit des 
Proteins S100 bei der Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der 
Anspruche 1 bis 8. 

10. Verwendung des Serumtests nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Serumtest die S-Untereinheiten des Proteins 
S100 in einem ersten Inkubationsschritt an ihrerseits fixierten 
Antikorpern fixiert und in einem zweiten Inkubationsschritt mit 
ihrerseits markierten Antikorpern markiert, wobei die Antikorper 
monoklonale Antikorper SMST 12, SMSK 25 und SMSK 28 sind. 
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Diagnose 


Anzahl 


Mlttelwert / 
(Bereich) 
[pq/ml] 


SD 


Morbus Alzheimer 


1 6 (5) 


10 (0-465) 


144 


MorbusParkinson 


11 


118 (24-243) 


64 


wluitiinfarkt Demenz 


8 (2) 


145 (0-393) 


130 


Proosssive Demenz 


5 


259 (53*592) 


201 


Amyirophe Lateralskierose 


4 (3) 


72 (0-179) 


83 


Chronische Enzephalopathie 


3 


80 (53*105) 




Hypoxischer Hirnschaden 


3 (1) 


1 78 (40*289) 




Enzephalomeninqitis 


2 m 


851 (504*1193) 




Multiple Sklerose 


2 (1) 


257 (142-372) 




Morbus Pick 


2 


63 (20-115) 




Wernicke Erkrankuna 


2 


207 (53-350) 




Epilepsia 


2 


33 (29-36) 




Depression 


2 


85 (64*112) 




Centrale pontine myelinolyse 


1 


57 




Subdurales h&matom 




84 




Psychose 




0 




Spinocerebellars Ataxie 




23 




Posttraumatischer Hirnschaden 




130 




Konqophile Anqiopathie 




105 




Hyperparathyroidismus 




142 




Intoxikation 




209 




Chorea Huntinqton 




59 




Maliqnanes B-cellLymohom 




207 




Thyroiditis Hashimoto 




0 




Paraneoplastisches Syndrom 




167 
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4 
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45 


nicht erfaftt 


2 


62 (0-124) 
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JO 
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. - . 125 
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143 
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187 




Postkolektomei 




1 55 
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316 
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1 


S.1 


2943 


Scrapie 


2 


8.4 


388 


Scrapie 


3 


8.5 


726 


Scrapie 


4 


s.7 j 


1 1657 


Scrapie 


5 


8.9 


672 


Scrapje 


6 


6.2 


156 


normal 


7 


8.3 


451 


normal 


8 


8.6 


129 


normal 


9 


8.8 


164 


normal 


10 


8.10 


252 


normal 











BNSOOCID: <WO 9837420A1J. 



WO 98/37420 PCT/EP98/01041 

5/5 



Ka pi an - M e / er — IK u r v e 



n 



> 
> 

CO 



o 



,3 



,6 ~ 



.2 - 




1 Cum Survival (< 300) 

Cum. Survival (300 - 600) 

Cum. Survival (> 600) 



0 - 



25 



i 

50 



75 100 125 

Time (weeks) 



1 50 



175 



200 



inte^Rationajl search report 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N33/68 G01N33/543 



Inter mat Application No 

PCT/EP 98/01041 



According to International Patent Class.fication(IFC) or to both national classification and IPC 



B, FIELDS SEARCHED 

Minimum 



^nimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) ~ 

Documentauon searched other than min.mumdocumentation ,o the extent mat such docu ments are .nduded in the tielcfs searched 



Electrons data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search 



terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


P,X 


S POSER, I ZERR, W J SCHULZ-SCHAEFFER H A 
KRETZSCHMAR, K FELGENHAUER: "Die 
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit. Eine Sphinx 
der heutigen Neurobiologie" 
DEUTSCHE MEDIZINISCHE WOCHENSCHRIFT 
vol. 122, no. 37, 12 September 1997' 
pages 1099-1105, XP002071129 
see the whole document 


1-10 






-/-- 




[ X] further documents are listed in the continuation of box C. 


X Patent family members are fisted in annex. 


Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earii er document but published on or after the international 
filing date 

*'L" document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publicationdate of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure. use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date cfaimed 


"T 1 * later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlyina the 
invention * 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document ts taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member ol the same patent family 


Date of the actual completion of theinternational search 


Date of mailing ot the international search report 


10 


July 1998 


04/08/1998 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Pa tentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (+31-70) 340*3016 


Authonzed officer 

Hart-Davis, J 





BNSDOCID: <WO 9837420A1 J_> Page 1 Of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 




nter >nal Application No 



PCT/EP 98/01041 



C. (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation ot document, with indication. where appropriate, ot the relevant passages 



Relevant to claim No, 



p.x 



p.x 



M OTTO, H STEIN, A SZUDRA, I ZERR , M 
BODEMER, 0 GEFELLER , S POSER, H A 
KRETZSCHMAR, M MADER, T WEBER: "S-100 
protein concentration in the cerebrospinal 
fluid of patients with Creutzfeldt-Jakob 
di sease" 

JOURNAL OF NEUROLOGY (ZEITSCHRIFT FUR 
NEUROLOGIE), 

vol. 244, no. 9, September 1997, 
pages 566-570, XP002071130 
see the whole document 

M OTTO, J WILTFANG , E SCHOTZ, I ZERR, A 
OTTO, A PFAHLBERG, 0 GEFELLER, M UHR, A 
GIESE , T WEBER, H A KRETZSCHMAR, S POSER: 
"Diagnosis of Creutzfeldt-Jakob disease by 
measurement of S100 protein in serum: 
prospective case-control study" 
BMJ (CLINICAL RESEARCH ED, ), 
vol. 316, no. 7131, 21 February 1998, 
pages 577-582, XP002071131 
see the whole document 

T JIMI, Y WAKAYAMA , S SHIBUYA, H NAKATA , T 

TOMARU, Y TAKAHASHI, K KOSAKA , T ASANO , K 

KATO: "High levels of nervous 

system-specific proteins in cerebrospinal 

fluid in patients with early stage 

Creutzfeldt-Jakob disease" 

CLINICA CHIMICA ACTA, 

vol. 211, no. 1-2, 15 October 1992, 

pages 37-46, XP002071132 

cited in the application 

see the whole document 

K KATO, F SUZUKI, N KUROBE, K OKA J IMA, N 
OGASAWARA, M NAGAYA, T YAMANAKA: 
"Enhancement of S-100-beta Protein in 
Blood of Patients with Down's syndrome " 
JOURNAL OF MOLECULAR NEUROSCIENCE , 
vol. 2, no. 2, 1990, 
pages 109-113, XP002071133 
see the whole document 

O C FAGNART, C J M SINDIC, C LATERRE: 

"Particle Counting Immunoassay of S100 

Protein in Serum. Possible Relevance in 

Tumors and Ischemic Disorders of the 

Central Nervous System" 

CLINICAL CHEMISTRY, 

vol . 34, no. 7, 1988, 

pages 1387-1391, XP002071134 

see the whole document 



1-10 



1-10 



-/-- 



1-10 



1-10 



1-10 



Farm PCT7ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 3 



INTEIB^TIONAL SEARCH REPORT 

C(Continuatlon) OOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Inte onal Application No 

PCT/EP 98/01041 



Category 



Citation of document, with indication. where appropnate. of the relevant 



passages 



US 4 654 313 A (HARTMAN BOYD K) 31 March 
1 987 

cited in the application 
see the whole document 



Relevant to claim No. 



US 4 892 814 A (HARRINGTON MICHAEL G 
AL) 9 January 1990 
see the whole document 



ET 



1-10 



1-10 



1 



Pom PCT/ISA/210 (conlinuauon ol second sheal) (July 1992) 
BNSOOCID: <WO 9837420A1 I » 



page 3 of 3 



rift* 



INTERNATIWAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



inter >nal Application No 

PCT/EP 98/01041 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 4654313 



31-03-1987 



NONE 



US 4892814 A 09-01-1990 NONE 



Form PCT/ISA/2 1 0 (patent family annex) (July 1 992) 



INTERNATIONA' 



RECHERCHENBERICHT 



Intel Dnales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/01041 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N33/68 G01N33/543 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und derfPK 



8. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassjfikationssymbole ) 

IPK 6 G01N 



Recherch.erte aber mcht zum M i ndes t p ru f s toff ge ho re nde Veroftenthchungen. sowe.t dieseunter die rocherchterten Gebiete (alien 



Wahrend der .nternationalen Recherche konsultierte elektronische Oatenbank (Name der Oatenbank und evil, verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie- 



p,x 



Bezeichnung dsr VeroHontlichung, sowed erforderlich unter Angabe dsr in Selracht kommenden Teilo 



S POSER, I ZERR, W J SCHULZ-SCHAEFFER , H A 
KRETZSCHMAR , K FELGENHAUER : "Die 
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit. Eine Sphinx 
der heutigen Neurobi ol ogie" 
DEUTSCHE MEDIZINISCHE WOCHENSCHRIFT , 
Bd. 122, Nr. 37, 12. September 1997, 
Seiten 1099-1105, XP002071129 
siehe das ganze Dokument 



-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-10 



Weitere Verdffenttichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



X Siehe Anhang Patentfamilie 



3 Besondere Kategorten von angegebenen Verbffentlichungen 
"A" Verbrfentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht afs besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"1/ Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VeYdtfentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angeqeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht 
H P VerbffentHchung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



"T" Spatere Verbrfentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mrt der 
Anmeldung nicht kolltdien, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann atlein aufgrund dieser Verdffentiichung nicht als neu oder auf 
ertinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer 8edeutung;die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ats auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verorfentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur etnen Fachmann naheliegend tst 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

10. Jul i 1998 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

04/08/1998 


Name und Postanschnft der Internationalen Recherc hen be horde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Hart-Davis, J 



BNSOOCID: <WO 9837420A1 J_ 



Seite I von 3 



INTERNATIONALER ^ECHERCHENBERICHT 



tnte onales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/01041 



C.<Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone* Bezeichnung der Verbffentlichung, soweit erlorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p.x 



P,X 



M OTTO, H STEIN, A SZUDRA, I ZERR, M 
B00EMER, 0 GEFELLER, S POSER, H A 
KRETZSCHMAR, M MADER, T WEBER: "S-100 
protein concentration in the cerebrospinal 
fluid of patients with Creutzfeldt-Jakob 
d i S 6 3 S 6 " 

JOURNAL OF NEUROLOGY (ZEITSCHRIFT FUR 
NEUR0L0GIE), 

Bd. 244, Nr. 9, September 1997, 
Seiten 566-570, XP002071130 
siehe das ganze Dokument 

M OTTO, J WILTFANG , E SCHUTZ, I ZERR, A 
OTTO, A PFAHLBERG, 0 GEFELLER, M UHR, A 
GIESE, T WEBER, H A KRETZSCHMAR, S POSER: 
"Diagnosis of Creutzfeldt-Jakob disease by 
measurement of S100 protein in serum: 
prospective case-control study" 
BMJ (CLINICAL RESEARCH ED, ), 
Bd. 316, Nr. 7131, 21.Februar 1998, 
Seiten 577-582, XP002071131 
siehe das ganze Dokument 

T JIMI, Y WAKAYAMA , S SHIBUYA, H NAKATA, T 

TOMARU, Y TAKAHASHI , K KOSAKA, T ASANO, K 

KATO: "High levels of nervous 

system-specific proteins in cerebrospinal 

fluid in patients with early stage 

Creutzfeldt-Jakob disease" 

CLINICA CHIMICA ACTA, 

Bd. 211, Nr. 1-2, 15.0ktober 1992, 

Seiten 37-46, XP002071132 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 

K KATO, F SUZUKI , N KUROBE, K OKAJIMA, N 
OGASAWARA, M NAGAYA, T YAMANAKA: 
"Enhancement of S-100-beta Protein in 
Blood of Patients with Down's syndrome " 
JOURNAL OF MOLECULAR NEUROSCIENCE , 
Bd. 2, Nr. 2, 1990, 
Seiten 109-113, XP002071133 
siehe das ganze Dokument 

0 C FAGNART, C J M SINDIC, C LATERRE: 

"Particle Counting Immunoassay of S100 

Protein in Serum. Possible Relevance in 

Tumors and Ischemic Disorders of the 

Central Nervous System" 

CLINICAL CHEMISTRY, 

Bd. 34, Nr. 7, 1988, 

Seiten 1387-1391, XP002071134 

siehe das ganze Dokument 

-/— 



1-10 



1-10 



1-10 



1-10 



1-10 



Foimblan PCT7ISA/2 1 0 (Fortsetr ung von Blan 2) (Juti 1 992) 



Seite 2 von 3 



internation^Ir recherchenbericht 




Inter ^nafes Aktenzeichen 

PCT/EP 98/01041 


C.(Fortseeung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN " 





Kategone* 


Sezeichnung der Verortentlichung. soweit erforderlieh unier Angabe der ,n Betracht kommenden Telle 


8elr. Ansprucn Nr. 


Y 


US 4 654 313 A (HARTMAN BOYD K) 31.Marz 
1987 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 


1-10 






A 


US 4 892 814 A (HARRINGTON MICHAEL G ET 
AL) 9.Januar 1990 


1-10 



siehe das ganze Dokument 



1 



Formblan PCT/1SA/210 (Fortsenung von Blan 2) (Juli 1992) 
BNSOOCID: <WQ 9S37420A1 I > 



Seite 3 von 3 



INTERNATIONALER WCHERCHENBERICHT 

Angaoen zu Veroftontlichungen. Oie zur setben Patenrtamilie gehoren 



Inten lales Aktsnzeichen 

PCT/EP 98/01041 



lm Recherchenbericht 


Datum der 


Mitglied(er) der 


Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


verciffentlichung 


Patentfamilie 


V e roff en tli chung 



US 4654313 



31-03-1987 



KEINE 



US 4892814 A 09-01-1990 KEINE 



Formblan PCT/iSA/210 (Anhang Paienttamilie)(Juii 1992) 



